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まずヒトの 2 型糖尿病に近い病態を示す Nagoya・shlbata・Yasuda (NSY)マウス
モデルを用い、通常の飼育期間よりもインスリン抵抗性が早期に惹起されるマ















GPX1 および Selp mRNA 発現量が顕著な変動を示したことから、これらがイン
スリン抵抗性に関与することが考えられた。そこで、これらタンパク質発現量
を測定した結果、インスリン抵抗性マウスモデルに SeMet を栄養生理レベル内
で自由摂取させることにより、 GPX1 発現量が増加するとともに、 selP 発現量
は SeMet 摂取の有無にかかわらず HFD 摂取によって発現量が増大することが
判明した。この結果を踏まえ、次に肝組織の形態を観察するとともに、 4 ヒド
ロキシ・2・ノネナール(4HNE)を用いて酸化ストレスに対する生体内セレン状
態の影響を検討した。その結果、 seMet 摂取の有無にかかわらず、 HFD 摂取
によって脂肪蓄積と肝実質細胞の肥大化が認められるとともに酸化ストレスの
亢進が確認された。そこで、インスリンシグナルを負に制御するプロティンチ
ロシンホスファターゼ(PTP) 1B に着目し、肝組織中の PTP 活性を測定したと










インスリン抵抗性惹起への関与の可能性が示唆された GPX1と SelP の発現制
御因子を明らかにするため、マウス Hepal-6 肝癌細胞に FFA としてパルミチン
酸ナトリウムを曝露するととにより、インスリン抵抗性マウスモデルの肝組織
の状態を再現できるか否かについて検討した。その結果、 FFA 曝露により ROS
産生量が増加したため、マウスモデルの肝組織に論ける酸化ストレス状態を再
現できることが示唆された。また、 Gpxl mRNA 発現量が SeMet 曝露によって
増加したことから、GPX1 は細胞内セレン状態に依存して発現することが示唆さ
れた。一方、 selp mRNA 発現量が FFA 曝露によって増加し、その増加は ROS
消去剤曝露によって低下したことから、selP は ROS 産生に依存して発現するこ
とが示唆された。次に、 selP は細胞内で生合成された後、細胞外に分泌される
ことに着目し、 H叩al-6 肝癌細胞由来の SelP を含んだ培養上清と、他のインス
リン標的細胞である 3T3、L1 脂肪細胞由来の FFA を含んだ培養上清を相互交換
することにより、selPがインスリン抵抗性惹起に及ぼす影響について検討した。
その結果、 H即al-6 肝癌細胞において、 3T3・U 脂肪細胞由来の FFA 曝露によっ
て、 PTPIB mRNA 発現量が上昇するとともに、グル=ースの取り込みに関与す
るグルコーストランスポーター4 (GLUT4) mRNA 発現量が減少することが考
えられた。さらに、 3T3,L1脂肪細胞においても、 H叩al-6 肝癌細胞から分泌さ
れた SelP が GLUT4 mRNA 発現量の低下を介してインスリン抵抗性を惹起する
可能性が示唆された。また、 H即al-6 肝癌細胞に船いて、 FFA 曝露により Selp
mRNA 発現量が増加したときの GLUT4 mRNA 発現量の減少率は、 H叩al-6肝癌
細胞から分泌された SelP による 3T3・L1 脂肪細胞 GLUT4 mRNA 発現量の減少




第 3 章 H叩al.6 肝癌細胞におけるプロティンキナーゼ B (Akt)のりン酸化に
及ぼす SelP ノックァウトの影響
H叩al-6 肝癌細胞のインスリンシグナル伝達に対する FFA および SeMet曝露
の影響にっいて、 Akt およびりン酸化 Akt (P・Akt)発現量を指標に検討した。
その結果、 FFA 曝露は Akt のりン酸化を抑制したが、 seMet 曝露はそのりン酸
化に影響を及ぼさなかった。そのため、 seMet 曝露によって増加した GPX1 は
主にインスリンシグナル伝達には影響しないことが示唆された。しかし、 selp
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発現量は FFA 曝露によって増加するため、細胞内 SelP の変動がインスリンシ
グナル伝達に関与する可能性があり、さらに詳細に検討する必要性が考えられ
た。そこで、まずクラスター化規則的配置短回文配列りピート(CRISPR)
/CRISPR 関連タンパク質 9 (caS9)法を用いて SelP ノックァウト H叩al-6 肝癌
細胞の作製を試みた結果、selP発現量が低下した細胞系を作製することができ
た。その細胞を用いて、細胞内 SelP がインスリンシグナル伝達に及ぽす影響に
つぃて検討した結果、 selP のノックァウトは FFA 曝霽によって低下した Akt
のりン酸化に影響を及ぽさず、細胞内 SelP はインスリンシグナル伝達に直接関
与しないことが明らかとなった。すなわち、 FFA 曝露によって惹起される ROS
産生とそれによる PTP 活性の上昇や PTPIB 発現量の増大による Akt のりン酸
化の低下に対して、細胞内の SelP は直接関与しないことが考えられた。
以上の結果を総合すると、インスリン抵抗性マウスモデルを作製し、インス
リン標的細胞における詳細な検討から、 FFA の曝露による ROS産生と PTPIB
発現の増大ならびに PTP 活性の上昇とともにインスリン抵抗性が惹起され、セ
レンタンパク質である SelP 発現量が肝臓で増加することが明らかとなった。
また、 seMet の生理学的摂取ンベル内であっても、 HFD 摂取による耐糖能の
低下が促進されるとともに、肝臓において GPX1発現量が増加した。しかし、







ると考えられる。また SelP は、インスリン抵抗性の指標として 2 次予防にも
つながるとともに、インスリン抵抗性改善の治療標的となりうることが期待さ
れる。
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